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論 文 内 容 要 旨
緒 言 ホルモ ン,生体ア ミンおよび化学伝達物質などに代表される重要な生体成分 と生理作
用との関連については,生 理学,薬 理学および生化学め分野において関心が寄せられており∴複
雑な生体の仕組みが分子 レベルで次第に解明されつつある。また病態生化学と臨床化学の進歩は
疾ぺいの診断に多大な貢献を し,さ らに臨床薬理学は医薬品の臨床評価に,客観性を付与するこ
とに寄与 している。
しかし・これらの陥 を解く靴 なる生体成分は・麟 甥 中に働 て微かに存在するr愚ぎ
ず,そ の化学構造が互いに酷似しているものが共存 しており,構造上の微かな差が生体に対 して
著 しく異なる作用を示す場合が多い,そμ故,こ れ らの問題を物質 レベルで給ずるに1ち これ ら
生体 成分の 中の特定な物質に限定す ることな く,代 謝物を含む関連化合 物 まで も一挙 に分析 し,
umetabolicprofile"として把握 した上で比較検討す ることが望 まれ てい る。 さ らに,こ の分
析に供 される試料は,そ の採取量 自体が制限 され るか ら,特 異 性の高い超微 量 の分離分析法が必
須 となって くる。
上記の生体成分 の分析か ら生ず る要求 を完全に満たす ことので きる分 析方法 は,厳 密 には存在
しない。 しか し,優 れた分 離能を有 す るqcと 超微 量で化学構 造に関す る情報を提供す る.マスス
ペク トロメ トリー(MS)と の特徴を生 か したGC-MSが,現 在では最 も優 れた迅速且つ超高
感 度の分離分析 法と云 えよ う。
このGC-MSに よる定性 および定量の根拠 は,GCに よ る保持時間 と,MSか ら得 られるイ
オ ンの質量数 とその強度 に依存 してい る。
従 って,こ れ らの値 は 目的物 毎に固有 な ものと して得 られ るが,例 えば官能基 毎 に共通の特 性
値 として捕 え ることは困難 であ る。
それ故,未 知 化合物 の構造 をMSだ けで推定 する ことは容易 ではない。一方,MSに よる検 出
の特異性 は,放 射能 を指標 とした ラジオアイソ トープ手 法には遠 く及 ばない。
そこで,著 者 はGC-MSに よる生体成分 の分析 に当 って,上 述 の難点 をGCに 適…す る誘導 体
調製法 の反応 特性 を利用 す ると同時 に,MSか ら得 られる イオ ンの質量数 とその強度 の情報 を活
用・レて補 い・高炉 信頼性 と特異性を 確保 した上で測定を行 うための分析 化学 的研究を行 った。
本 論
1)昆 虫組織申のzooecdysone類の微量定量をGC-MSで 行 うため に,GCに 適す る誘導体
調製法を検討 した 。この過 程で,ス テ ロイ ド核のequatori司水酸 基のtrimethylsilyl(TMS)
基が,heptafluorobutyficacidの共存下 にheptafluorobutyrylimidazole(HFB-1)
で処理す る と選択 的に交換す ることを見 出 した。このTMS-HFBの 交換反応 は,ス テ ロイ ド骨
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-核 に 結 合 し た 第2ア ル コ ー ル が ,equatoria1であ る か 否 か を 超 微 量 の 試 料 で 推 定 で き.る利 点
・が あ る 。-、P.
昆 虫 組 織 中 のzooecdysone類を,ECD-GCで 分 析 す る に はHFB-TMS誘 導 体 を,・マ ス フ
ラ グ メ ン トグ ラ フ ィ ー(MF)で 測 定 す る に はper▽TMS誘 導 体 を 用 い た 。 そ の 結 果 は,MFが
ECD-GCよ り も 遥 か に 特 異 性 が 高 く,従 ってc1ean-up操 作 も簡 略 化 す る こ と が で き た 。
Figdは,カ イ コ の 蠕 中 の α一ecdysoneとecdysteroneを,cyastefone・を 内 部 標 準 物 質
(IS)と し て 分 析 し 孝 と き の マ ス フ ラ グ メ ン トグ ラ ム(MF(})で あ る 。
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MFで,カ イ コ蝋1こ 中}ζα一ecdysoneが53ng,ecdysteroneが78ng存在 してい るこ
とを認めた。
2)マ ス クロマ トグラフ ィー(MO)に よる胆汁酸の定性 お よび定量の同時分析を,従 来の
MCに イオ シ強度の情報を 加えて行 った。
胆汁酸をmethylester-0-TMS誘導体 と し,(}0-MSに コ ンピュータを連 結 し,6秒 間
隔 で連続測定 した。 ここで得 られた質量 スペ ク トル を一旦磁気テ ープに収納 したのち,胆 汁酸の
種類毎 に数 この イオ ンの質量数を指定 レ,こ れ らイオ ンに対応 す る強度 を縦軸に,走 査 番号(流
出時間)を 横軸 にと り,マ ス クロマ トグラム(MCG)を 画かせ た。 これ らの面積比 を測定 し
ISの 面積比か ら検量線 より,各 胆汁 酸を定量 した。MSに おけ る相 対強度の情 報はMCで は ピ
ーク宙 積 と レそ出現す るので ,ζ のm/e値毎 に ピーク薔積 を測定 す る操作 が,値 ちに相 対強度 を
反映 した定性 の根拠 と して利用で き,こ こに定性定量同時分析 が行え ることを見 出した。
さ らに,こ の手法 を拡 張 し,同 一の フラグメ ン トイオ ンを 与え るが,異 なる相 対強度比を示 す
異性体を,GC-MSで 簡単 に分析す る方法を 開発 したq試 料と して2こ の水酸基を有す る胆 汁
酸 の 難 体 で あ る ・と・xy≒・・1・四 ・・d・,・h…d・・支・ψ ・1・crar:・dおよ びurs・d…y・h・1・・
.
acidのmethylester-0-TMS誘 導 体 を 用 い た 。
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これ らの誘導体をGC-MSで 測定 した ときの 主要 なフ ラグメ ン トイオ ン.のm/e値とその相対
強度 は,TableIの左 に示す通 りで ある。そ こで,deoxycholicaddに着 目し,そ の相 対強
.度の逆数 を係数 とし,こ の係数.を用 いて相対 強度 を変換 する と,TableIの 右 に示す よ うに,
deoxycholicacidのみが等 しい強度 とな る。
TABLEj
"COEFFICIENTS"TOBEFEDINTOCOMPUTERFORCONSTRUCTINGAPROPOSED
MASSCHROMATOGRAM
DCA=deoxycholicacid;CDCA=chenodeoxycholicacid;UDCA=ursodeoxycholicacid.
栩18Re侮 ゴy8傭επ5砂 (:b{荻`加∫Cbπ 昭惚4加 ∫8〃5`砂
DCA α)c綴 口Dα DCA CDCAUDCA
zssioo
3SSS
370コ6
53513
25
27
100
0.4
50
40
100
16
100/100
100/5
100/16
100/13
i.o
i.0
1.O
i.o
0.25
5.4
6.3
0.03
0.5
8.0
6.3
1.2
ラ
この手 法を ヒ.ト胆汁 中に含有 されている胆汁酸 とchdestefolに適用 した結果を,Fig.2に示
す。図中Aは,従 来のMCに よって得 られたMCGで あ り,Bか らFは,本 法に よって画いたM
CGで ある。矢 印の ピーク成分 に着 目 した係数でMCGが 画かれてお り,何 れの ピークも数 この
イオ ンを 用魅・てい るに も拘 らず,あ たか も1こ の イオ ンでmonitoringされ たよ うに画 かれてい
る。.
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Fig.2Conventionalandnewmasschromatogramsofbileacidsandcholesterolinhumanbile.
Conventionalmasschromatogramisillustratedin(A).Newmasschromatogramsaredrawnoutto
ide且tifンthepeakscor爬spondingto(B)cho艶c,.(C)dooxycho董ic,(D)chenodooxycho髄cand(】O
ursodeoxycholicacidsand(E)cholesterol.
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このよ うに,本 法 はMSに おいて 同一の質量数の イォンを与え るが,そ の相対 強度 は互い に異
な る異性体 の同定に有用であ る。
3)1:1混 合手法を用いて,1-piperidino-2,4'一dimethylpropiophenone(Mydo-
calm)および胆 汁酸をMFで 分析 した。MSに おけ る定性 の根拠 は,イ オ ンの質量 数 に依 存 し
てい るため,検 出の特異性は,放 射能 を指標 とした ラジオア イソ トープ手法 よ り劣 る。そ こで.
あ らか じめ15Nで標識 したMydocalm-15Nと,非標識Mydoca置mとを,両 者 のイオ ン強度 が等
し くな るよ うに混合 したのち,ヒ トに投与.した 。この混合物 より生成 され るMydocalmに固有の
等 しい強度 の イオ ン対を指標 と して,MFでmonitoringするこ とによ り,そ の検 出の 特異性 を
向上 する ことがで きた。さ らに,Mydocalm-dmをISとして 用いる ことにより,分析操作 中の
損 失を完全 に補 償することができ,ヒ ト血中 のMydocalm濃度を信頼性高 く定 量す ることができた。
一方 ,胆 汁酸の ような生体成分 では,上 記の手法は利 用で きない。そ こで,GCに 適 す る誘導
体 を調製す る過程で,CH30HとCD30Dと の等 量混合液 を用 いて胆汁 酸をエステル 化 し,つ い
でTMS化 した。 この誘導体 をGC-MSで 測定 した結果は,methy且ester基を含 む イオンが,
重水素 と軽水素 か らな る等 しい強度を示 した。Fig.3は,chQlicacidを試 料 としたときの質
量スペ ク トルで ある。
そ こで,こ の手法 を用いて,ラ ッ ト血清中に微量に存 在す るchenodeoxycholicacidとde-
oxychohcacidを,m/e370と373とでmonitoringした ときのMFGを,Fig.4に 示す 。
両 成分共 に,等 しい強度 の ピークが出現 し,他 の成分 と容易 に識別 す ること.がセ きた。
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anLKB-9000GC-MSSystemequippedwithMID
wasemployed,column:3%Poly-12monChromosorD
W-HP,columntemp.:260ｰ,ionizationcurrent:80ｵA
ionizationvolt.:20eV,acceleratingvolt:3.6kV,ion
sourcetemp・=2900,caτriergas(Helium}:30皿1/min
4)生 体 ア ミン類 お よびその代謝物 のMFに よる分析 に当 って,ま ずcatecholamine類と
iロdoleamine類の両者 に適す る含7ッ 素 ア シル化剤 を検索 した。その結果,perfluoroacyl一
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1,2,4Ltriazoleが最 適 な 試 薬 で あ る こ と を 見 出 した 。
一 方 ,GC-EI-MFで は,norepinephrine(NE)と6-hydrdxydopamineが分 離 で き ず,
ま た.その 感 度 もNEで10pgで あ っ て ・,生体 試 料 中 に 存 在 す る 生 体 ア ミ ン類 の 量 を 勘 案 す る と,.
満 足 す べ き 感 度 と は い え な い 。......∵
そ こ で,化 学 イ オ ン化(CI)GC-MSの 装 置 を 開 発 し,isobutaneを 試 薬 ガ ス と して 用 い た
GC-CI-MFに よ り,NEと.6-hydroxydopamine.とを 分 離 す る こ と に 成 功 し た 。 さ ら に,.・
GC6CI-MFはGC-EI-MFよ り も.高感 度 で あ り,NEを 試 料 と した と き に,そ の 感 度 を 約.
10倍 に 向 上 で き る こ と を 認 め た 。Fig.5は,GC-EI-MFとGC-CI-MFと の 感 度 を 比 較
した と き のMFGで あ る 。
5P9
醜5go
(a)
(切 一1』
」
GC-EI-MF
lc}10P9
590
81ank
嬬
(a)一2
LJ一m/・59。
(b)
1P9
Fig.$,MassfragmentogramsofnorepinephrinebyCIandEImassspectrometry.CImass
spectrometry:isobutaneasreagentgas;focusingonm/e590.EImassspectrometry:focusingon
mle590.(a)Samplesize,5pg;gain,10;slitwidth,0.3mm,0.3mm.(a-2)Therangewassettoone
tenthofa-1,sotheamountcorrespondsto500fg.Blankshowsthechromatogramatm/e590forlEel
a㏄tone.(b)Samplesize,lpg;gain,10;slitwidth,q3㎜,0.3血m.(c)Samplesize,10pg;・g証n,8;
sl量twidth,0.4mm,0.5mm;f㏄using,副e590.
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審 査 結 果 の 要 旨
Gaschromatography-massspectrometry(GC-MS)はすぐれた分離能を示すGCと
化学構 造に関 し豊富 な情報を提供 するMSを 組 み合せ,今 日多成分系試料の分析に欠 くべか らざ
る手段 とな ってい る。本研究 はGC-MSに 適切な誘導体 調製法,安 定同位体 な らびに化学イオ
ン化を導入 することにより,生 体試料中の微量常成分,薬 物 を高い信頼度 で分析 す る方 法を検討
した もので ある。
まず,昆 虫組織 中のzooecdysoneをECD-GOで定量す るため誘導 体 調製 法 について検 討
.した。常法通 り調製 したtrimethylsilyI(TMS)誘導体 をheptanuorobutyryl(HFB)化
す るとequatorialの一〇TMS基 が選択的に交換反応 をお こしHFB-TMS誘 導体 を与え るこ
とを見 出した。 さらにper-TMS誘 導体 を用 いてmassfragmentography(MF)を行 ない,
α一ecdysoneおよびecdysteroneをそれぞれm/e564お よび561の フラグメ ン トイオ ンのモ
ニ タ リングによ り精 度よ く定 量す る方法 を確立 した。
つぎにmasschromatographyによる胆汁酸 の定性,定 量 同時分析を それぞれに固有 の フラグ
メ ン トィオ ンのm/eと その相対強度 の情報 を用 いて 実施 した 。す なわちmethylester-0-
TMSetherに誘導 し,数 個 のイオ ンで ク ロマ トグ ラムを 画かせ面積比 によ り同定 を確 実にす る
とともに面積強度 に もとついて定 量を行 い,さ らに同一の フ ラグメ ン トイオ ンを与える異性体 の
相対強度比を利用 して相互 に弁別 する方法を 開発 した。
MFはMSが 質量数 に依存 しているため特異性 に劣 る。そ こで1-piperidino-2,4'一dime-
thylpropiophenoneをと りあ げ15N標識体 と非標識体の.1:1混合物を用い ることに より経 □
投与後 の血中濃度を 内部標準法で測定す る方法を工夫 した。 この ユ:1混 合 手法を さらに胆汁酸
の分析に も適用 し,d3一 メタノールーメ タノール(1:1)で エス テル化後TMS化 す るとマスス
ペ ク トル上3massunitはなれた イオ ンクラスターがみ られ,目 的 ピークの同定,來 雑物の検出
に有用な こ とを不 した。
ついで生体 ア ミンのMFに おい ては誘導体調製試薬 と して有 利な1-pentafluoropropionyl
1,2.4-triazdeを見 出 し,さ らに 化学 イオ ン化GC-MSを 開発 して分析感度 を約10倍 向
上 させ るとと もに試薬ガスの工夫に より生体 ア ミンを完全分 離す ることに成 功 した。
以上,本 研究はGC-MSに 巧み な手法を導入 して組成 の複雑 な生体 試料中の常成分,薬 物 を
高い信頼度 で分析す る方法を開拓 したもので あり,そ の内容は分析 化学 の基礎 と してす ぐれ るば
か りか,実 際試料に応用 して有用性が高 く学位 論文 と して十分 価値 ある もの と認 め る。
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